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一株拮抗辣椒疫霉的假单胞菌的分离与鉴定

何延静，刘海明，胡洪波，许煜泉，张雪洪"

（上海交通大学生命科学技术学院 微生物代谢教育部重点实验室 上海 #$$#!$）

摘 要：从甜椒根际土壤中分离到一株对辣椒疫霉（!"#$%&"$"%’( )(&*+)+）具有强拮抗作用的假单胞属（!*,-.%/%0(*
,FF>）菌株 GHE#，研究其拮抗性表明，对多种植物病原真菌均有很强的抑制作用。对该菌株进行形态特征、生理生

化、I8D2D+ GJ、（GK L）7D2M含量测定及 ’"N OPJ) 序列分析，鉴定为绿针假单胞菌（!*,-.%/%0(* )"1%’%’(&"+*）。特征为

单细胞，极生单个鞭毛，不能利用聚!/羟基丁酸盐，能够较强地利用 I8D2D+ 系统 A& 种碳源中的 !& 种作为底物生长，

较弱利用其中的 " 种底物，与绿针假单胞菌（!*,-.%/%0(* )"1%’%’(&"+*）的相似性达到 A%M，相似指数为 $QE#。用热解

链方法测得基因组 PJ) 的（G K L）7D2 M含量为 "&Q’7D2M。以 ’"N OPJ) 序列为基础构建了包括 ’. 株邻近种属细

菌在内的系统发育树，其中与模式致金色假单胞菌的同源性最近。

关键词：绿针假单胞菌；GHE#；鉴定；I8D2D+ GJ；’"N OPJ)
中图分类号：RA.A 文献标识码：) 文章编号：$$$’/"#$A（#$$"）$!/$&’"/$"

伴随着现代农业的飞速发展，大面积作物病虫

害的防治越来越依赖于化学杀虫剂的应用，但随之

而来的环境污染和病虫害抗药性的产生使得人们对

现代农业的可持续性发展提出了新的要求。近年来

生物防治的观点得到了世界各国的广泛关注，寻找

有效的生防菌以及研究它们相关的防治机制也就成

为了当今人们关注的热点。

假单胞菌（!*,-.%/%0(* ,FF>）是活跃在植物根

际的一类微生物。许多菌株有抑制植物病害、促进

植株 生 长 的 作 用，属 植 物 促 生 菌（H24;- GODS-9/
HOD7D-8;+ T98:DU4@-1O84，HGHT）类。大 量 研 究［’ ( &］表

明，这些具有生防作用的菌株尤以荧光性假单胞菌

（32*DO1,@1;- H,1*?D7D;4?, ,FF>）为主，包括铜绿假

单胞菌［"，E］（ !*,-.%/%0(* (,’-2+0%*(）、致金色假单胞

菌［%，A］（!*,-.%/%0(* (-’,%3()+,0*）、绿针假单胞菌［’$，’’］

（ !*,-.%/%0(* )"1%’%’(&"+* ）、荧 光 假 单 胞 菌［’#，’.］

（!*,-.%/%0(* 31-%’,*),0*）等。有的已成为商业用生

防产品，如瑞士 I8D)+O8 )I 公司研制的基于绿针假

单胞菌的生防药剂 L1?D7D;，用于大麦和燕麦种期

处理 可 防 治 苗 期 病 害［!］。其 它 绿 针 假 单 胞 菌 如

NHT$!!［’$］，V) .!#［’’］，NHI’#’E［’!］都经初步试验证

明可作为有效的生防菌株。

我国华东地区经济作物甜椒的种植比较广泛，

并且较易受到一些植物病原菌的侵害，特别是一些

真菌如辣椒疫霉、终极腐霉、瓜果腐霉等的，因而从

甜椒的根际土壤中筛选新的具有潜在生防效果的生

防细菌具有非常重要的意义。本文报道从甜椒根际

土中分离筛选到一株对植物病原菌有拮抗作用的假

单胞菌属菌株 GHE#，并对其进行了形态特征、生理

生化 鉴 定、I8D2D+ GJ、（G K L）7D2M 含 量 测 定 和

’"N OPJ) 序 列 分 析，鉴 定 为 绿 针 假 单 胞 菌

（!*,-.%/%0(* )"1%’%’(&"+*）。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌种来源：假单胞属菌株（!*,-.%/%0(* ,FF>）
GHE# 系土壤中分离得到。假单胞菌（ !*,-.%/%0(*
,FF>）V’% 及供试植物病原菌株系本实验室所保存

菌株。甜椒疫霉（!"#$%&"$"%’( )(&*+)+）由上海交通大

学农学院提供。致金色假单胞菌（ ! > (-’,%3()+,0*）

.$/%!，荧光假单胞菌（! > 31-%’,*),0*）R#/%E，铜绿假

单胞菌（! > (,’-2+0%*(）H)W’ 由美国农业部 X8;?4 N
09D74,9DS 教授赠送。

!"!"# 培养基：Y8;+’, I 培 养 基（YVI）：蛋 白 胨

#$+，甘油 ’&+，Y#HW! $Q.A#+，无水 V+NW! $QE.#+；琼

脂 ’"+ ，FZEQ&，定容至 ’X。’[. YVI：配方与 YVI 相

同，但最后定容至 .X（无琼脂）。马铃薯葡萄糖培养

基（HP)）：马铃薯 #$$+，葡萄糖 #$+，琼脂 #$+，定容至



!"。

!"!"# 主要试剂和仪器：用于 #$% 扩增的全套试剂

及扩增引物均购自上海生工生物工程技术服务有限

公司，其他试剂均为 &’ %’ 级；()*+",-.//,01023
紫外分光光度计及恒温摇床（345647 .8）购自 +967:;
公司，<-=// 透射电镜购自日立公司，>6:?:@ 细菌自

动分析鉴定仪购自 >6:?:@ 公司，*<A-B!.C& 型电热

恒温水槽购自上海精宏试验设备有限公司，#$D-!//
型 #$% 仪购自 #45E6;-+?F45 公司。

!"$ 菌株的分离筛选

从江苏淮阴地区采集不同甜椒根际土样若干，

称取 !@ 甜椒根须和 !@ 附着于根须的土壤样品溶于

8/F" !1C G(> 液体培养基中，并添加抗生素：氨苄

青霉 素（H/!@1F"）、氯 霉 素（!C!@1F"）、放 线 菌 酮

（!//!@1F"），.IJ下 .C/51F6; 摇床振荡 !K，= 个重复

混和，从中取 .//!" 涂布于含同样剂量抗生素的

G(> 琼脂平板上。在 .IJ培养 != L !IK 待长出单

菌落后用异步培养法［!8］进行辣椒疫霉抑菌性试验，

从中筛选出具有最大抑菌活性的强拮抗菌株。

!"# 拮抗性检测

用异步培养法［!8］测定菌株 A#M. 对油菜菌核

病、黄瓜枯萎病、西瓜枯萎病、西瓜炭疽病、棉花立枯

病、水稻纹枯病、终极腐霉的拮抗作用。大肠杆菌

（ !"#$%&’#$’( #)*’ ） *< 8" 为 阴 性 对 照 菌 株，

+"%,-).)/(" 7N’ (!I 为阳性对照菌株［!=］。

!"% 形态特征

革兰氏法染色，光学显微镜下观察菌体形态、大

小；磷钨酸钠染色，透射电子显微镜下观察鞭毛；

G(> 固体培养基，.IJ培养，观察 .HK 菌龄的菌落形

态。

!"& 生理生化特征

参照文献［!M］［!I］对 A#M. 进行生理生化鉴定。

!"’ ()*+*, -. 分析

在 >6:?:@ AO B= 孔平板上，除对照孔不含碳源

外，每孔都含有四唑紫（P4P5QR:?6SF T6:?4P）缓冲营养培

养基和不同碳源，被鉴定的菌细胞悬浮于微孔中，培

养 .HK 后用 >6:?:@ 细菌自动鉴定仪检测供试菌株

A#M. 的代谢指数。

!"/ 基因组 0.1 的（-2 3）4*+5含量测定

基因组 *O& 的提取参照文献［!B］的方法并稍

做改进，即在最后用 M/U乙醇洗涤干燥后，加 !1!/
体积的 %OQ74，CMJ温浴 C/F6; 备用。将制备好的

*O& 溶于 ! V 33$ 中，采用热变性温度法（0F 值法）

来测定 *O&（A W $）F:?U含量［!I］，按照经验公式 !

V 33$（A W $）F:?U X .YHH V（0F Z =BYC）计算。对

照菌株为大肠杆菌 ! ’ #)*’ *< 8"。

!"6 !’7 80.1 的序列分析

采 用 通 用 .M[1!HB.% 引 物（ 正 向 引 物：8\-
&A&ADDDA&D$&DAA$D$&A-C\； 反 向 引 物： 8\-
D&$AADD&$$DDADD&$A&$DD-C\）进行 !=3 5*O& 的

#$% 扩增［./］。#$% 扩增条件：BHJ 8F6;，I/J !F6;
（K:P-7PQ5P）；BHJ !F6;，88J !F6;，M.J .F6;，C/ 个

循环；M.J 8F6;。

扩增产物经纯化后，送上海英骏生物技术有限

公司测序。所测序列用 >"&3D 软件与 A4;>Q;E 和

%*# 数据库进行相似性分析，并与 A4;>Q;E 中的相

近序列在 $?S7PQ? ]（!YI）程序包中进行多重序列匹

配排列（(S?P6N?4 Q?6@;F4;P7）分析，最后形成一个多重

序列匹配排列阵，其中形成的缺口用横杠“ Z ”填补，

用 (+A&（CY!）程序包中的 O46@K^:5-_:6;6;@ 法［.!］构

建系统进化树。使用 G6FS5Q .-NQ5QF4P45 法，系统树

各分枝的置信度经重抽样法（>::P7P5QN）!/// 次重复

检测，*O& 序列变异中的转换和颠换赋于相同的加

权值。

$ 结果

$"! 拮抗菌的分离筛选

土壤样品匀浆后涂布于含抗生素的 G(> 平板，

通过异步培养法对平板上的单菌落进行筛选，得到

了对辣椒疫霉产生抑菌性最强的菌株 A#M.（图 !）。

进一步研究其拮抗性表明，A#M. 对多种植物病原真

菌均有很强的抑制作用（表 !）。

图 ! -9/$ 对辣椒疫霉产生的抑菌作用

[6@’! DK4 6;K6^6P6:; :‘ A#M. Q@Q6;7P +$12)3$2$)&( #(3"’#’ ’
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表 ! "#$% 与对照处理接真菌菌丝体的生长情况对比

!"#$% & ’()%$*"$ +,-./0 "12 )-34",*5-1 -6 7 681+85%5 #( 9:;<

*1 "5(1)0,-1-85 )8$/8,% "55"(

=/,"*1
>%+,%%5 -6 3()%$*"$ +,-./0
?@ ! A "#$% 9:;< ’&7

&’()#*’)’#+, ",*-%"% B B B B B B C C
.’%/#")#0%, -#$,0% B B B B B B C C
12-,+%23 #4(-*#+23 6 A 54 A 0%5623 B B B B B B C C
&()’%23 2$)%323 B B B B B B B C
7"$6+#)%0%, 7"$6+#)%#+23 B B B B B B C C
12-,+%23 #4(-*#+23 6 A 54 A "2"236+%023 B B B B B B B B B
8#+)%"%23 -,-,9%% B B B B B B C C
8#$$6)#)+%"’23 $,:60,+%23 B B B B B B B B B

C：1- 3()%$*"$ +,-./0；B ：& D &C33 .*2% E-1%；B B ：&& D <C33
.*2% E-1%；B B B ：3-,% /0"1 <&33 .*2% E-1%A

%&% 形态特征

菌株 9:;< 为 杆 状（图 <），CFG!3 D CF7!3 H
&FC!3 D &F&!3，革兰氏染色阴性，无芽孢，单极生鞭

毛，能运动。在 @’I 培养基上培养 <J0 后可形成

&F<33 菌落，菌落可产生橙色色素，圆形，表面凸起，

光滑，较粘稠，易挑起，边缘整齐。

图 % 菌株 "#$% 透射电镜下的细胞形态（!’’’’ ( ）

K*+A< !0% 5/,"*1 9:;< )%$$ 3-,40-$-+( 812%, /,"15L%$%)/,-1 3*),-5)-4%
（&CCCC H ）A

%&) 生理生化特征

试 验 结 果 为 表 <， 其 中 对 照 菌 株 为 & A
,2+6#;,"%60- GCL7J， & A ;$2#+6-"60- M<L7;， & A
,6+2:%0#-, :NO&，&-62<#3#0,- 54A ’&7。与其它 J 种

假单胞菌标准株比较，它们都能产生荧光色素，能水

解精氨酸双水解酶、脂酶、氧化酶、过氧化氢酶、柠檬

酸盐、明胶，不水解淀粉，也不产生 P<=，都不能利用

聚"L羟基丁酸盐作碳源。菌株 9:;< 最适培养温度

为 <7Q D GCQ，最适生长 4P 值为 ;FC D ;FR，可产生

橙色非荧光色素，能利用卵磷脂酶，可把蔗糖转化为

果聚糖，不产生脓青素，也不进行反硝化作用。最适

生长的 S"?$ 浓度为 C D TU，当 S"?$ 浓度大于 ;U
时，生长被抑制。

表 % "#$% 及相关菌株的表型特征比较

!"#$% < ’"*1 )0",")/%,*5/*)5 "12 )-34",*5-15 -6 9:;< "12

/0% ,%$%V"1/ 5/,"*15

?0",")/%,*5/*)5
=/,"*15

9:;< GCL7J M<L7; :NO& ’&7
K$"+%$$"/*-1
:(-)("1*1 4,-28)/*-1

&
W

S>
W

S>
W

S>
B

&
B

K$8-,%5)%1/ 4*+3%1/ B B B B B
S-1L6$8-,%5)%1/ 4*+3%1/ +,%%1 W W W W W

-,"1+% B W W W W
#$8%，1-1L."/%, 5-$8#$% W W W W W

P(2,-$(5*5 -6 9%$"/*1 B B B B B
=/",)0 W W W W W

:-$(L"L0(2,-X(#8/(,"/% W W W W W

Y*/385 "12 3*$Z ,%")/*-1
S*/,"/% ,%28)%2 /- 1*/,*/%
:,-/%"5%：5Z*3 3*$Z "+",
K,8)/-5"1 4,-28)/*-1

B
B
B
B

B
B
B
B

B
B
W
B

B
B
B
W

B
B
W
W

9,-./0 "/ JQ
J&Q

B
W

B
W

B
W

B
B

B
B

Y%)*/0*1"5% B B W W W
N,+*1*1% 2*0(2,-$"5% B B B B B
Y*4"5% B B W B W
OX*2"5% B B B B B
>%1*/,"6*)"/*-1 W W W B B
’A[A /%5/ W W W W W
?*/,"/% 8/*$*E"/*-1 B B B B B
\-+%5L:,-5Z"8%, /%5/ W W W W W

?"/"$"5%
]12-$% 6-,3"/*-1
P<= 6-,3"/*-1
9,-./0 "/ RU S"?$

B
W
W
B

B
W
W
W

B
W
W
W

B
W
W
W

B
W
W
W

B ：:-5*/*V%；W ：S%+"/*V%；S>：S- 2"/83A

%&* +,-.-/ "0 分析

将 9:;< 菌株细胞悬浮液接种到 ^R 种碳源的

I*-$-+ 板微孔中，培养 <J0 后，测定菌株代谢指数，表

G 为 9:;< 对 ^R 种碳底物的利用能力。经 I*-$-+ 细

菌 鉴 定 系 统 分 析 代 谢 指 数，其 与 &-62<#3#0,-
"’$#+#+,*’%- 标准菌株的相似率为 ^7U，该菌株应属

&-62<#3#0,- "’$#+#+,*’%-。
%&1 " 2 3 含量测定

由热扫描曲线得出菌株 9:;< 的 =3 值为 ^TQ。

由公 式 计 算 得 >SN 中 的“9 B ? 3-$U”值 为

TRF&3-$U，符合 &-62<#3#0,- 属的“（9 B ?）3-$U”值

特征。

%&4 !45 6708 的序列分析

以 9:;< 总 >SN 为模板，用引物 <;K 和 &J^<[
进行 :?[ 扩 增，得 到 约 &FRZ# 的 :?[ 产 物，菌 株

9:;< 的 &T= ,>SN 序 列 9%1I"1Z 登 录 号（"))%55*-1
183#%,：>M&R77;G）。将 9:;< 菌株的 &T= ,>SN 序列

与 9%1I"1Z 中的序列进行比较，表明与其同源性最

高的 &G 个模式菌株相似性最高的是致金色假单胞

菌；但与 [>: 数据库比对的结果显示，与 9:;< 最高

7&R P_ ‘"1La*1+ 6) ,$ A b>"), ?%"+#@%#$#:%", 7%0%",（<CCT）JT（J）



相似的种属是绿针假单胞菌。用 !"#$%&’()*’#+#+$ 方

法构建的系统发育树表明 ,-./ 与致金色假单胞菌

的相似性最高，如图 0 所示。这与生理生化试验和

1#’2’$ ,! 分析的结果相一致。

表 ! "#$% 对 &’()(* 板上 +, 种碳底物的利用能力

34&2" 0 56#2#746#’+ ’8 9: ;4(&’+)<=&<6(46"< &!! !!> <6(4#+ ,-./ =<#+$ 1#’2’$ ?#;(’@246"
A4(&’+)<=&<6(46"< B"<=26< A4(&’+)<=&<6(46!! !!"< B"<=26< A4(&’+)<=&<6(46"< B"<=26<
C/D !! !!E 3=(4+’<" F G)H24+#+" E
! !! !!)A>;2’I"J6(#+ F K>2#6’2 F L)H24+#+" E
G"J6(#+ F M"6%>2 ->(=N46" F L)H24+>2)$2>;#+"!! !! E
,2>;’$"+ F M’+’)M"6%>2)O=;;#+46" P L)H<@4(4!! !! $#+" E

!! !!3P""+ QR E H;"6#; H;#I E L)H<@4(6#; H;#I E
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! 讨论

辣椒疫病、西瓜枯萎病、棉花枯萎病等是农业生

产上危害很大的土传病害，导致作物减产严重时甚

至绝收。当前国内外从抗病育种、化学防治和农业

措施等方面做了大量工作，初见防病效果。开发利

用新的生防菌被认为是最具发展潜力的防治方法之

一，绿针假单胞菌是一种常见的拮抗微生物，利用绿

针假单胞菌进行农作物的防治时有报告［!"，!!，!#］，绝

大多数对人畜无害。目前，国内未见有利用绿针假

单胞菌来控制农作物病害的报道。本文首次在国内

报道了从甜椒根际土壤中分离筛选到一株绿针假单

胞菌 $%&’，对辣椒疫霉等农作物病原菌有很强的抑

制作用。假单胞菌的促生长作用机理之一是产生活

性物质或改善矿质营养直接促进植物生长；二是菌

体产生代谢物质或通过竞争作用抑制或阻碍根围病

原微生物的发展，间接促进植物的生长［’］。其生防

作用机理涉及有效的根部定殖、抗生作用、根际营养

竞争（特别是对 () 的竞争）、诱导植物抗性和分泌降

解微生物的酶等。其中荧光性假单胞菌的抗病机理

主要是通过分泌一种或几种抗生素来抑制植物病原

菌 的 生 长，如 ’，#*二 乙 酰 藤 黄 酚（ ’，#*
+,-.)/01231454617.,841 %31），吩 嗪*!*羧 酸（%3)8-9,8)*!*
.-5:4;01,. -.,+ %<=），藤黄绿脓菌素（%0417/)45,8，%1/），

硝吡咯菌素（%055418,/5,8）和氰化物（><?）等，本文通

过拮抗性实验表明 $%&’ 的次生代谢产物可能产生

其中的某几种抗生素而抑制植物病原菌的生长，从

而使 $%&’ 起到拮抗多种植物病害的作用。

由常规生理生化试验的比较及从 ?<@A 数据库

得到的 !BC 5D?= 序列比对结果表明 $%&’ 与致金色

假单胞菌同源性最近。但根据 @,4146 $? 碳源利用

分析，$%&’ 与绿针假单胞菌的相似性达 EFG，相似

指数达 "H&’，这与 !BC 5D?= 从 ID% 数据库得到的

序列比对结果相一致。其实这并不矛盾，假单胞菌

最近分类的中已把致金色假单胞菌归于绿针假单胞

菌［!&，’’］。因此综合各项实验结果，将 $%&’ 鉴定为

绿针假单胞菌（! J "#$%&%&’(#)*）是适当的。从与其

它几株模式菌的常规生理生化实验比较可以看出，

$%&’ 与致金色假单胞菌 K"*F# 非常相似，但这两株

菌的耐盐性不同：由表 ! 我们可以看出在 LG?-<1
浓度下，$%&’ 仍可生长而 K"*F# 生长已被抑制。有

关菌株的其他特性及生防机理有待进一步研究。
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